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PROTEIN MIT PHOSPHOLIPASBAKTIVITAT 


Wftsehreibnnq 


oie E^findung bet^riffC ein Protein mit Phoapholipaseakti^^l_ 

odei elne davoa a^eleltete Sec^en. besicz^ und an «.ndesten« 

L Stelle gesp^lten .ein )cann. wobei geg^enenf all. dxe 
'^Ll^sScKe J Jeaex ^e. ^indesten. eine unCer reduzlexenden 
Spaltscu Bindung verJmupft: sind Oder von den un- 

'':s:^!r» -^-^ .^»p.=iip-e»^i- 

Bei der Entecbleinu^ng von Speisefil wexden nicht hydratisier- 
r si Soli::: ------ u^eIc..eundXicb a.s de. 

! verfahren zux Encschleimung vorgestellt. Dabex wxrd 
' r™vorent:schlei„.es Speis461 .it ainer w^Srigen 
^-"s " einlr Phoapholipaoe zu Tr6pfchen Kleiner 10 e^^ 
r Tch aer Hydrolyee (pH 3 bi. S. Te^eratur SO bis 


fa? 
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70 «C) wird die w&firige Phase abgetrennt. Das enzymacische * 
Entechleiraungsvexfahren wurde als "EnayMax-Verfahren" von der 
Firina Lurgi in der Speiseol Indus trie eingefOhrt. In der DE 
43 39 556 wlrd als weitere Variance diesea Verfahreae die 
Wiedervexvendung des Enzyms beachrieben. indetn man dae Enzym 
aus einer gebrauchten, sdHaniinhaltigen wafirigen Phase durch 
Zusatz von Tensiden oder Lasungsvermittlern ablftst imd ais 
weitgehend schlannnfreie, enzymhalcige Losung wiederverwendet . 

Die Bereitstellung der erforderlichen Mengen an Enzyra f(ir die 
Betreibung einea groStechniechen Verfahrens kann nur mit Hil~ 
fe von MikroorganlBinen gedeckt werden. Ea beateht also ein 
Bedarf nach einer tnikrobiellen Quelle, die erlaubt. das Ensym 
Phospholipaae in unbeachrSnkten Mengen zu produzieien. m 
der DE-OS 195 27 274.9 vom 26.07.1995 (R6hni/Lurgi) wird be- 
«chrieben, daS in Aspergillus niger eine geeignete Phospho- 
lipaae gefunden wurde. sie spaltet Lecithin zu Lysolecithin, 
ist aber auch in der Lage Lysolecithin waiter zu spalten zum' 
Phospbatidylcholin. Heine Lyaophoepholipasen aus Aspergil- 
lus, die nur Lysolecithin ru spalten vermfigen, sind im Ent- 
BchleimungsprozeS wirkungslos. Oas gilt auch fCLr die nicht 
acylspaltenden Phospholipasen C uod D. 

Fexner konnen Phospholipasen auch als BackJiilfsmittel zur 
Verbesserung der Verarbeitung des Teigs verwendet werden. 

Der vorliegendea Brfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
kostengOnstige Phoepholipase in hoher Reinheit herzuatellen. 
Die Phospholipaae soil durch einen tranafomiierten Wirtsorga- 
nisnnis in groSen Mengen produziert «rerden konnan. Mit dem 
Enzyra sollen Praparate hergestellt werden konnen, die aich 
besonders gut zur Hydrolyse von" Phospholipiden und sorolt zur 
Klamng von Starkehydrolysaten und zur Herstellung von Back- 
hilfsmltceln eign^en. 
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aafi es sequen, besitzt und an mlndescer.3 

d!e stlltl^e entweder uber ndndestens einc un.ex xe- 
duzxerecden B^dJ^S^^ cnaltstuclcen mindBstens Binea Phospho- 

kennzcchnet ist ^^^.^^us HH 3046 erlcaxm,. 

te Phospholipase aus Asp=isi 


•wird. 


^ .-,h.«raschender«ei9e gefunden, daS ein nit der aua 

OS 1.6 fa -^-^ .^^omder^er „i)cxoorganis^s nletxt 
der r>E-OS ^^^^..^^^ codAert. sonderxx unter bestxrwnten 

atruktur wie ^^^^^^^ ^ ^^^^ ^ere physiologische 

^-^^-;^^::,,ec.ende Sec^enz is. in SKQ XX. Ko. 1 
Eieenacbaften 9 irgestcUt- Bine veit:ere Phospholl- 

der DE-OS >^ ACT^ergillu^ jiisreJ^ isoliert, 

.„ai^« :T,rr:s " - 

upas. au» "7^'""^"^^ j,o A»i.=ai»ran »»> haban 
»,perc,ni.. ^r»000 O. <.iahe SEQ ID Ho, 1.2. . 
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et al-, Bur. J. Biochem. 1990, 193 (1) 31-38 beschreibt ein 
Protein, dessen Sequenz der Phospholipaae A2 ahnlich iet- 

Durch proteinchemische Methoden lieS sich Phospholipase von 
Lysophospholipase trennen und hochgereinigt gewinnen. Beim 
vergleich der gereinigten Phospholipase imd Lysophospholipase 
ergaiben sich folgende Unterschiede: 


- Die Moleteulargewlchte von Phospholipase und Lyfiophospholi- 
pase a\is Aspergillus foetidus, gemeseen mic der SDS-Oelelek- 
trophorese, betragen unter reduslerenden Bedingimgen ca. 
30000 Da fOr Phospholipase tmd ca» 36000 Da fur Lysophospho- 
lipase, unter nicht reduziercnden Bedingungen dagegen liegen 
sie fiir beide Enzyme gleich bei ca. 3^000 Da. Unter reduzie- 
rcnden Bedingungen zerf^llt die Phospholipase in zwei Ketten, 
von denen die gr&Sere (3000O Da) im BleJctrophoresegel erfaBt 
wird* Das TexlstOck in der Grofie von ca. 6000 Da kann aus 
tnethodiacben Grunden im gleichen Blektrophoxesegel nicht 
nachgewiesen werden, ^edoch kaim man aus diesem Befimd ablei- 
ten, dafi Phospholipase axis wei Peptidkecten beateht. Diese 
Vorstell-xing wird durch dae Srgebnis der Proteinsequenzierung 
bescatigc. 


- Die Proteins equenzierung der Phospholipase aus Aspergillus 
foGtxduB ergab eine hohe Ubereinstimmung mlt der Sequenz der 
Lysophospholipase, jedoch auch Unterschiede. Bel Phospholi- 
pase wurden zwei NH2-Termini Im Verbaitnis Xzl gefunden, bei 
Lysophospholipase dagegen nur einer. Biner der beiden NH2" 
Termini der Phospholipase gehdrt zu einem 6000 Da-Peptid, 
w^rend der andere der NH2*TermiauB des 30000 Da-Proteins 
ist. Wahrend das kleinere Peptid mit den Aminos Suren 1 bis 
44 dee reifen Lysophospholipase -Proteins (vgl. Sequenz ID 
No. 1 in DE-OS 196 20 649.9) ubereinstimrat, entspricht die 
Sequenz des 30000 Da-Proteins den Aminos&uren 45 bis 270 



NZAS-0225940 


rKi/lU/btr/ZUU4 rZ:jt) 


01 15 955220 W. 


r. uio 


1PCT/EP98/00081 


WO 98/31790 


5 - 


196 20 649.9) • 

foet.dusdur^^ ^geJaart is., ob die Pro- 

teins entscehen ^^^^ aer Zelle scattfindet und 

zesBierung innerhalD ° Beiiehungen zwischen Phos- 

in welchex Weiee sxe ^l^^"" ^ dargestellt. 

K--^.T, sich Pbospbolipaae und Lysophospholipase 
,eicex -""^^;2^^trplten, ihren pH- und Ten^era- 
in ihren isoelelctrisctoejn i- TcTnperaturstabxli.ta- 

Pliospho- 
lipase 

J - \ 30000 Do 

Molgewicht (SDS-Oel. «<^--^ > 36OOO Da 

IsoeleJctr. Pun)tt 
Temperatur-OptiTOum 

pH-Optiimno 

pH-Scabilirat CI Std. bei 60»C) 


pM 4,3 

pH 3-4 
pH 3.5 


Lysoplios- 
pbolipase 

36000 Da 
26000 Da 
pK 4,2 
55«C 
pH 4,5 
pH 4,5 


P» 3.:> i*" -r- 

>75% Restakt- 10% Rescakc . 


. Halt Pboapholipase an Stalle der i^ysophospholipase 
Zum Erhalt ^^/^^ „ifc«organiaa«ii sind die Ferment at lons- 
auB den ^-^^^/^^^Hch ^efentlich fax die Bildung der Phoa- 
^dingungen ^^^^^"^^^^^^^ ^er Kultur in eine. sauren bis 
T::r:.:Z^^^^ -iu™. n^r pH-«erC Uegt dabei geei.ne- 
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terwelse In einem Bereich von 2 bis 9, bevorzugt 3 bie 8 
Unter diesen Bedingungen wird bevorzugt Phospholipase gebil- 
det. Dabei wird wie folgt vorgegangen: 

Zunachfit wird ein geeigneter Wirt ausgewShlt mit dera 2iel 
einer mfiglichsC einfachen Herscellung der Phospholipase, ob* 
wohl viele Arten von Schinwielpilzen ala rndgliche Wirte in Be- 
tracht kommen, vie zum Beispiel Vertreter der thermophilen 
Gattungen Humicola, Therrtiornyces und Mucor, der Gattungen Rhi^ 
zopus, Ab$idia, Cliaetoniiuro, rrichodorma, Tliielavia, Penlcil- 
lium und Cephalosporiuni, wurden bevorzugt Arten der Gattung 
AspGrgfillus verwend^t. Nach Trans foimat ion itiit den erfin- 
dungsgemafien Plaeraiden laesen sich Trans forman ten isolieren, 
die, vergiichen mit den Wirten, Phospholipase in gro&en Men- 
gen produzieren. Bevorzugt ist der transformierce Wirtsorga- 
nistnua ein Aspergillus -Scarm der Arten Aspergillus oryzae, 
Aspergillus eojae, AspergxUuB nigex, ABp<srgiUus awomari, 
Aspergillus f^oetidus, Aspergillus elliptiicus, Aspergillus 
aculeacus, Aspergillus carbonarius oder Aspergillus phoenicis 
Oder ein Trichoderroa -Stamm der Arten Trichodejona viride, 
Trichoderma. I ongihraahla turn oder Trichoderm^ reesei. 

Bine rransformante, die durch Cotransforniatlon eines Wirts- 
stammee mit einem Selektionsplasmid, bevorzugt mit pAN7-i, 
p3SR2 Oder pSTAlO, und einem Expressionsplasmid, bevorzugt 
mit pKC3, pKC9, pKC12 oder pKCN2, "hergestellt wird, zuchtet 
man in einer fOr den Wirtsstairen ablichen Nahrlosung, die min- 
deetens cine verwertbare C-Quelle, wie z.B. Maisschrot, Star- 
ke, Dextrin aua Starke, und raindestens eine verwertbare orga- 
niscbe N*Quelle, wie z.B. Maisguellwasser, Hefeaucolysac, 
Sojamehl, Sojaprotein oder -peptcm sdlein oder in Kombination 
mit anorganischen N-Quellen wie' Ammoniumsalzen oder Nitraten 
enthalt iind nach der Sterilisation auf cinen sauran bis 
leicht alkalischen pH-Wert eingestellt wird. Die Kahrl63ung 
kann durch Zugabe von Substanzen, die in besonderem Ma£e die 
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Pliospho- 
sie 


ethern vor. B"^ i„„rfom««e wach.t 

unt« BSX «un^ ^^^^^ „^ 
,<„ug.i«JB= wiscnen „.^,„a ier Kultivierung vird dei 

^lae z»i«clie» ja phospholipas. gewinnen, in- 

tion, kontentrlert. eahandlung von phoapho- 

„^ei»H.. - «t°;:^J;" ;r^« die PHo.p.ol.p>.= 

1^T» vfr^--^ .h=oao.i==^- Eigan=c^--> von 
t«sM«eln verwend« werfen. 

n wurden bei der Deucscheu Sainm- 

luog voo "'"^i^^^^^ig, Deutschland, gemiS den Bescliramn- 

a« 

o^aa «in«r.^ng^' 

-. ^ninsdatum: 24-04.1996) 
nrXC Hin.e.Xe^~ X0S33 

(Hinterlegungad^tum: 24.04-1996) 
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B. coli DHSa pKC9; Hinteraegungsnunmier DSM 10654 
(Hinterlegungsdatum; 24.04,1996) 

S. coll DHSa pKC12: Hinterlegungsnummer DSM 106S5 
(Hinterlegungsdatum: 24,04.1996) 

coli pKQI2: Hinterlegutiganummer : DSM 11352 
(Hincerlegungsdatutn: 23.12.1996) 
A. niger RH 3 909: Hlnterlegungsnumroer DSM II353 
(Hinterlegurigfldatum : 23 . 12 . 1996 ) 

Die Erf iiviung wird anhand der nachscehenden Beispiele und 
Pigiiren naher crlautert. 

Die Figur l zeigt die Prozeasierung des LysophosphoUpasegenB 
aus Aspergillus und den Erhait der PhoBpholipaoe . 

Die Pigur 2 zeigt die Konstruktion des Plasmids pKCH2. 

Beispiele 

a.e4 spiel X 

Konstruktion de& ExpresRiona^r ektoya pKH *^^ 

TsQlierunq des i:iv:soDhQ3PhQlip ftft Q-GGns a»a a. f ii >^r mx^ j ^^ 

Die chromosomale UtfA von A. nl^er ^mRL3 vaurdc nach einer Vor- 
schrift von Hynes, M.J. et al. (1903), Mol. Cell. Biol. 3, 
X430-1439, iaoliert. 

Die erhaltene hochmole)culare e»3A wurde tnic Sau3AI partiell 
hydrolysiert iind durch Saccharose -Dichteg^r adientenxentrl cuga- 
tion nach ihrer QrdSe f ra)ctioniert . DtUv-MolekOle der GroSe 
von 9 bis 20 kh warden in Bam^r/KroRl-hydrolyslerte EMBL3-DN;i 
insertiert \ind in-vitro verpackc. 
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;:':::risoirene .ysop.osp.oiipase-c^. 

„ V, -^iBierunQ ufld meturfacher Vereinzelu^g lieSen 

sich zwex mit Ba««I bydrolysiert . Sie 

Klon Nr. 1 wurde ^"^^^f^,^,,,^ ei. positivea Si^al 
^1 rr - ^de in P-- 

'd^S re,uat:ier«^e Pla^d. welches da. -^^^^^ 
ri:ra.:iro:.e .ysc^cpholipaae-oen encnieX. wurde aX. 
pKCl!? J>e:2eichnct. 

r>Kay»2 wurde das LyBopbospholip«.3e-Gen unter 
:rr:xr;::sT^^^^ alpKa-^Xa^e-Pro^o^ors W de. 
^dulans trpC-Ierndnators geset.c. 

w ^H«T5nase-6ens aua dem Plasmid 

^^u"'-^-"^^^^ 

KC29: YCT GGA CGG TTT GGA C3TG-3 • 

5. -GQK *^TT Cfl£.£Jfi-£3a_^ ATG TIC 

(SEQ ID Mo- 3^ 

. CTA TAG CW5 ACA CTC TGA AAT TG-3' 

Beurittl ^ 
(SEQ ID NO. 4> 
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Fur die Polyznerase-KettaB-Reaktion wuiden in einem Reaktions- 
volumen von 0,1 ml 20 Tris-Hcl, pH 8,4. so mM KCl 15^ 
MgCl,, 0,2 n*f dNTP (je 0,2 fnM dATP, dCTP, dOTP dTTP)' 1e 
50 pmol und KC43, 1 ng pKCN als Matrize und 2.5 u Tag 

Polymerase vertnischt. Der Ansatz vurda far 20 ZyWLen (940c 
40 sek; 40-c, 1 adn; 72-c. 1 min) durchgef Qhrt . Nach Beendi 
gung der Reaktion wurde das amplif ixlerte Fragment gereinict 
mic B^pHI und Banm bydrolysiert und in daa mit tlaol/B^t ' 
gespalcene Plasmid pKB2 lasertlert. ' Das Plasmid pKE2 enthSlt 
den A. oryzae alpha-Amylkse-Promotor und den A. niduias tmc 
Terminator. 

Die Konstruktion des Plasmids pKCN2 wurde durch eine Reatrik 
tionsanalyae und die anBchlieBende Sequeniiexung beatatigc. 

von einer ca. zwei Wochen alten Petrisehalenkultur des zu 
cransformierenden PilzstainmeB wurde eine 3poren3uspension in 
ca. 10 ml o,BS » NaCl durch Abachwenmen uncer Zuhilfenahme 
eines SpaCela hergestellt. Bs wurden je vler 1 1-Schattel- 
kolben rait 100 ml Czapek-Dox-Mlnimalmedlum (Oacoid) mic 0,1 % 
Hefeextrakt mit je X ml Sporensuspension belmpft und ca.'ifi 
stunden bei 28"C auf einem Rundschatcler bei 120 Otodrehungen 
pro Minute inkubiert . Das Mycel aus je vier Sehuctelkolben 
wurde Qber einem Papierf liter geerntet und mit ca. 50 ml MP- 
Puffer (1.2 M MgS04 in 10 nM PhoephatpuCf er. pH 5,8) gespult 
Nach dem Ablaufen des Puffers wurde daa feuchte Mycel gewo- 
gen. In der Regel wurden ca. 3 bis 5 g Peuchtmycel erhalcen. 

pro 9 FeuchtmycBl wurden 5 od MP-Puffer, 120 fil Novozym-L6- 
sung (ig Novozym* 234 (Novo Mordiek) in 6 ml MP-Pu£fer) und 


I 
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4 1.1 MP-Potter, eteriJiii micubiert:. Die Bil 


Stunden der Fall-'" 

son.!.. »° g Utrifugl^t , Die Protoplascen 

uurdm •■^ der '"^^^^^ jmochlieeand wurten die 

10 Ml tris/HCl, PH » ,1 H sorblc, 10 «« 

TsooTs'-cIln >»d zulet« i» i S,C-^.er .uf9ena™«.. 

, « orw.. wuxdea 300 fl protoplaeten- 

xxansfox^clon von 3eIe«io„^la^d un. 10 ^ 

suspension ca. ^J^^J acpresBion dar LPl. in 25 »a 10 n*. 

, irrfi rsM fl 0 zusammcngegeben xina j-v. , • 

Tris/HCl pa a.o zus ^ gleicben Plasmidgetni- 

sches and ^ „ 7,5, SO mM CaClz) zusammengege- 

,.en. schx vor-ch^^9^ ^^^^^^ ^ pEG-L6sung zugegeben, 
inkubiert. Bs „eitere 20 min bei Raumcernpera- 

^^""tl^ perUt. wurde «it ca. 9 ml Acet amid -Welch- 
tur inkubxert. D« Acetamid ala einziger N-Quelle. 

agar (MinitnaJmedium mit 10 mM a 
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1 M saccharose, 0.6 Gew.-% Agar) bei 45»C geroischt und auf 
vier Petrlschalen tnit dem gleichen Medium, jedoch mit 1,5 
Gew.-% Agar (Oxoid) und zueatzllch 15 m CsCl, vertailt! Die 
Flatten wutden bel 28*C inkubiert , Wach 6 bis 10 Tagen wur^ 
den echnell wachsetid^ Kolonlen (Transf ormanten) auf Acetamid- 
Medium ohne Saccharose uberinpft, zweimal uber ElnzelsporJco- 
lonien gereinigt xind zuletzt auf Vollmedium/ z.B. Kartoffel- 
Dextrose - Agar , Qbert ragen , 

Die Transforroacion von Stamman der Arten A.-jiiger^, A. &wa^ 
wori, A. japoziicus Oder A. jpoecidus kann ebenfalla mit dem 
Plasmid p3SR2 erfolgen. fievorisugt wurde die Transformation 
jedoch mit dem Plasmid pAN7-i auageftort. Die Protoplasten- 
prAparation und die Zugabe von Plasraid-DKA erfolgt dabei in 
analoger Weiae, wie oben fOr das Plasmid p3SR2 beschrieben. 
State der Zugabe von Acetamid-Weichagar wixd jedoch dcr ge- 
samte Transformationsansatz zu lOO nd Czapek-Dox-Minimalme- 
dium (Oxoid) tnit 100 ng Hygromycin B/ml, 1,5 Gew.-* Agar 
(Oxoid) und 1 M Saccharose, abgekOhlt auf ca. 45*»C gegeben 
und vorsichtig vermengt. Per Ansacz wird dann in Portionen 
2U je 10 ml in Petrischalen gegeben, in denen jeweila 10 
Czapek-Dox-Minlmalmedium (Oxoid) mit 1,5 Gev.-% Agar (Oxoid), 
jedoch ohno Hygromycin und ohne Saccharose als faste unter- 
schicht vorgelegt war. Nach dem Erstarren der oberen Agar- 
flchichc werden die Petrischalen bei 30 bla 37«»C in}cubiert. 
Gegen Hygromycin B resistente Trails formant en konnen nach ca. 
3 bis 10 Tagen abgeimpft werden uiid zur dberpr^ifung der Resi- 
steaz auf Czapek-Dox-Minimalraedium (Oxoid) mit 50 |jLg Hygromy- 
cin B/ml und 1,5 c;ew.-% Agar (Oxoid) Qbertragen werden. 

Ptlr die Transformation von A. sojae odar A. Phoenicia wird 
ein drittes Sele)ctionfipriazip g^nutzt, da die verwendetan 
Stionne dieser Art sowohl Acetamid verwerten wie auch gegen 
Hygromycin B resietent sind. Durch Selektion auf chlorathal- 
tigem N&hrboden werden Mutanten isoliert, deren Nitratreduk- 
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• r die also niche inehr tnit Nitrat 
,^e-Gen (niaD) defe)ct .st^ dxe ^^^^^ ^^^^^^ ^^^^^^ 

als alleinigex ^^^-^"'^^:";,^3forn^«:ion nd. de. Pla.n.id 

pSTAlo (Ox^les. S-E- -^ ^l- ' j^^^ation fiir das Mitratre- 
'0.). auf aen.sich die l.CaKte 1 ^^^.^...Ken. bo dai. 

auKCse-Oen ^^^'^^^ [ ^icZ als alleioiger .tlclcs.off quelle 

v^chsen, w&hrend dxe tucht 
zariickbleiben. 

. 4ct- aufier fur A. sojae genauso 
stenz Oder der Acetanvxdverwert 



^^^^^^^^^^ 


illus-ATcen wurden mit der in Bei- 

PKC9. PKCX2 Oder "!L,,^,ionsansa« wie oben ba- 

Lcoplascen wixd der ^^^^^^^^^ ..ansf orn^anCen warden 

den -^-r'':irex Trwendung dar .olge.de« K^15sux^ 
schactelvcrsuchen uncer 
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Maltodaxtrin 3,75 % 

Maisquellpulver 3,0 % 
KH2PO4 1,0 % 

K2HPO4 0,7 k 

Triton X-100 0,10 V 

in Iieitungswaaser, 30 min bei 121*C sterilisiert , 

auf Produktion von PL gepruft. Dazu wird die Bioniasse dex 
Schutcelkulturen abfiltriert und die PhospholipaBe-Aktivitat 
(PLU) ±m Kulturfiltrat getneesen. Transf orrnanten zelchnen 
sich durch gegenOber dem Wirteataram deutllch erhohce Phospho- 
llpaae-AktivltSt aus. 


TVanaformanten von Ji, orvzae und A. acuJeaf^ y ^g 

Die Protoplascierung \md Transformation wird auch mit diesen 
Arten wie im Beiepiel 2 be^chrieben durchgef uhrt . Die Proto- 
plasten werden unter Verwendung des Plasmida p3SR2 und Je- 
wells einem der Plasmide pKC3, pKC9 , pKCl2 oder pKCN2 co- 
transformlert. Zur Regeneration der Protoplasten wird der 
Trans forma tionsainsatz wie oben beschrieben auf N&hrboden mit 
Acetamid als alleiniger Stickstoff quelle plabtlert, die 
Trans fbrtnant en werden von den Regenerationsplatten isoliert, 
gereinigt und in SchiittelvBrsucheA unter Verwendung der fol- 
genden Mahrl6sung 


Maltodextrin 

3,75 

% 

Maisquellpulver 

3,0 

% 

(NH4)2HP04 

0,5 

% 

Triton X-100 

0,10 

% 

in Leitungswasser, 

30 min 


auf Produktion von PI* gepruft. 
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_C'Tr?ffTT'''^^"^ 


. «o-fae RH 3-7B2 »iaD22 und A. phoenlcis lOI 3828 
Die sc&mme A. soja hergestellte Mutanten von A. 

,i3D, beides nach ^^^^J^ ^ 33,3. werden in der nach- 
sojae RH 3782 und A- piioenic^ 
folgenden Hahrloeung aus 


2 % 
0,5 % 
0,025 % 


Glucose IMBRCK) 
.telzextraJct (OXOID) 


30 min bei 


. Mvcel werden nach der i» Beispiel i be- 
angezogen. ^toplasten gewonnen und diese mit 

schriebenen MetbodlK ^''^^ je-eils einem dex Plaamlde 

pSTAlO al9 '^'^'•^"^''^"^^forndert. Zur Regenexation der 

Tgl^ts-cU scabiXisiexend) bes«bcnd aua 


0,1 M Na-Pbosphat-Puffer pH 6,0 
i'm saccharose (MERCK) 
Millipore-Wasser au£ 
Agar (OXOID) 


15 

10,28 
29.1 
0,18 


ml 

3 
ml 

9 


(- o.fi %> 


Agar (OXOID) anBChlieSend sterile 

30 udn Sterilisai^-on bea 121 C 

Zugabe von: ^ ^ ^ 

SalzlSsung (7.14-2) ^ 
1 M iJaUOj-i^suftg 

■ * Acarplatcfen der gleichen Zusamnveneec- 

gemi^cbt und au« vi ^^.gescellt. verteilc. Nach ecwa 6 

jedoch ^ ^, werden die Transf orn«nten 

bie Tagen Kitrat -Saccharose -Agar 

von den Agarplarcen isol^ert. 
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duxch AuBscrlch serexnigt. Bs wurde eine Viel.ahl Tran.for- ' 
.anten durch Selekcion uad an^chlieSender Relnigung au£ elL 
Nahrboden ™it Nitra. al. eineiger K-Ouclle eri^alte! und iT 
SchutteUcolben unter Verwex,d«^ der folgenden N5hrl6sung 

Maltodoxtrln 3,75 % 

Maisguellpulver 3,0 % 
*«2l^04 1^0 % 

K2HPO4 0,7 * 

Triton X-lOO 1,0 % 

in Leltungswasser, 30 min bei 121 sterilisicrt , 
auf ProdtOction von PL geprQft. 

Neben Transf ormanten , die keine oder aur geringe Mengen von 
PL produ^ieren, sowle die nicht txa^sformerten Wirt«.t:a™„e 
werden auch solche Trajisf ormanten gefuaden, die deutlich sr' 
hShte PL-Wccivitat in, Rulturfiltrat aufweiaen. Diesa als 
Cocransforraancea bezeichneten StSmme eignen sich ztnr Her 
stellung des Enayms. m der Tabelle 2 ei^d typische Brgeb- 
ni«se der PL-BiXdung durch Transformanten und durch die nicht 
cransfornuercen Wirte gegenObergestellt . 


i 
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^^^j^^^l^ vergleich der PL-Bildung von ^.ircescammen und 
. Trans forwanc en. 


Stanm, bzw. • Transf orn^nte 

A. oryz^e RH 3745 

A oxyzae RH a^AS p3SR2 pKC9 

a", oxy^ae RH 3745 p3SB2 pKCN2 

•A. sojae RH 3782 iliaD22 
A. so:|ae RH 3782 niaD22 pSTAlO pKCS 

A foetidus HH 3046 

a', foatldils RH 3046 pAN7-l pKC9 

A plJoeDicis RH 382B niaD 

A. ^cenicia RH 3828 nX^ P^TAIO pKC9 

A. elliptlcus 

A. elJipCicus pAS-^-l pKCl2 

A. hecer««»Pl»is nlaD 

A. heceromo^us alaU pSTWO pKC3 

A. carbonariue 

A. cariJonariufi pM"-! pKC9 

A. aculeatus 

A. aenjleatus p3SR2 pKC9 

A. niger 

A. Uiger PAN7-X PKC12 
^ . awan>ori 

a" aweunori pAlO^l pKC12 


relative PL-Akt ivitat 


100 
3000-4000 
2000-2500 

100 

500-700 

100 
1000-1500 

XOO 

400-600 
XOO 

600-900 
100 

900-1000 
XOO 

400-60D 
100 

900-1200 
100 

700-1000 
100 

600-800 
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Rej.n:^qMnq der pi. aim a. f^ppp^-^^ ^ , 

2080 na Kulturretentat von A. foetidus RH 3788 wurden urn 

liertem Wasser verdfiimt und mit iso n.1 i m NaOH auf pH 7 o 
eir^eetellt. Die Probe hatte ein VoWn von 5760 „a un^ 
eine Leicffihigkeit von 7.8 ms/cm. 

m eAnem weiteren Schritt wurde eine lonenau3tauachchroa.ato 

graphxe an DEAE-Practogel (MERoc) vorgano^n^. r,a.u wurder 

5760 ml dfer Enzymlosung in vier Ansatzen (k 1440 ml) auf 

DEAE-Praccogel-Saule (Hohe 27fl »,„ n. u ^^'^ 
^ uxe iHone 278 mm. Durcbroesser lOo tnro) aufqe^ 

tragen. D.e Saule wurde n,it: Puffar A (20 m Phoaphatpuf fer 
aus Na^,/KH,PO,. pB 7,0 . 15 „« KaCl) gespOlt. Die ElutL 
erfclgta in einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer a Z 
Puffer B (Puffer A + 1 m MaCl) Es wurrto Ko- • ^ 

^ . ^. ^ . "a^-i;- B8 wurde bea eaner Blutions- 

geschwandagkeit von 70 ml/min eluiert und Praktionen ru ie 
350 ml aufgefangen. 

Die Praktionen wurden auf Anweseabeit der PL gateatet. Dies 
geschab durch Measung der PL-AktivitSt . Bine PL-Einheit ist 
danach deflniert aZs die En.y™«nge, die in einer wSBrigen 
Lfiaung von Lecithin bei pH 3.5 und 40-c eine Hydrolyaege- 
schwindigkeit von 1 fitt/nin bewlrkt. 

Die Mesaung der PL-Aktivit&t wurde wle folgt auagefQhrt: 

S^^''"^' ^ 9 Epikuron 200 (Phosphatldylcholin von Fa. Lucaa • 
Meyer) ♦ 100 g destllliartes Hasaer * S «1 0.32 m CaCl,-L6- 
sung wurden mit dem ultra Turrax homogenisiert , 


ni/]Witf/mi vt.i'i tKit mntK uLAKRbUN • hAA no. uiit) sbbi^zui r.m 

0115 9552201 


PCT/EP98/00081 


19 


.0 nd Subetrat wurden mit 10 nd 1 %iger Trxton X-10( 
nu^ l^d 5 ^ 0.0033 M Zicrcensaure-Monohy- 

dratloBung versecji^ , « o 1 ml En2yml6siing wurden 

« »in b.i 40.C inl^blert. 

0,01 M KDH auf pH 10.0 z Titriergeschwixidigkeit 

n. ^ mw) wurde das Enzy«« 15 tnin auf ca. 95-C 
rtr den Blxndwert l« ^ ^icuhlen verditoate man es 

:2 r.:«nH.,'':L a.. 

Hautpwert . 

aezscbnuaai. . « q,oi m « tooo 


10 nun 


entsprechen 108 PWJ/g. PH 3,5. 

(B950 .11 ' " „ .„£ ei» V,l>»«» von 2570 »1 

"Xerv.r.«.t (Ptcb. »th.lt la^z. 0.7 H «™»- 

losung unter Runrei^ 

niumsulfat) - 
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In. nachsten Schritt warden 3352 ml der Probe auf ein« Phenyl- 
Sepharose € Paat Plow. Low Svibstitution-Saule (Pharmacia 
H6he 215 mm, Durchmesser 100 mm) aufgetragen. Die SSule'wur 
de mlb Puffer C (20 mM Phosphatpuffer. pH 7.0 + o,S M Anuno- 
niumsulfat) nachgewaschen und mit einem kontlnxileraichen fal- 
lenden Gradientea von Puffer c nach Puffer D (20 mM Phoaphat- 
puffer, pH 7,0) eluiert. Die PL-haltigen PraJccionen wurden 
vereint (790 ml) und mit dem Konzentrator (siehe oben) ein 
geengt und gegen Puffer D dialysiert; es wurden 150 ml Probe 
erhalten. 

in einem waiteren Schritt wurden je 30 ml der Probe in s An- 
satzen auf sine Mono Q- (Pharmacia, «,3 na) -Anionenauetausch- 
Chromatocfraphie-S&ule aufgetragen. Die Saule wurde mit Puf- 
fer D gespillt, und die Blution erfolgte in einem Jcontinuier- 
liehen Gradlenten von Puffer d zu Puffer B und setzte dabei 
far die PL bei ca. 200 mM NaCl ein. 

Die PL-halclgen Fraktionen wurden vereint und uber PO-lo-sSu- 
len (Pharmacia) gegen Puffer B (20 mM Phosphatpuffer, pH 
dialysiert. Die Probe hatte ein Volumen vpn 24 ml. 

FS n drelnigynq dsr pt. fiber Mono p m>s/an ir^r - w \ t:^f^^^''^\ ^rMni] 
Die 24 ml (aiehe oben) wurden auf die MONO P-SSule (H6he 
200 mm, Durchmesser 5 mm) aufgetragen. Die SSuJLe wurde mit 
Puffer B nachgewaschen. Die Probe- wuxde mit Puffer P (Poly- 
buffer 74 von Pharmacia 1:10 mit destilliercem Waseer ver- 
dtont und auf pH 4,0 mit 1 M HCl eingestellt) eluiert. Die 
PL elulerte, nachdem dae 13fache S&ulenvolumen an Puffer P 
die S&ule passiert hatte. 

Das gereinigte Protein relgt in der SDS-Gelele)ctrophorese 
eine einheitliche Bande mit einem MoleJculargewicht von ca. 
31000 Dalton. Der isoelaktrische PunJct liegt bei ca. pH 4.3 
Dae auf dieae Weise gereinigte Protein wurde rur Sequenzie^ 
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^ r Die so isolierte Phosphclipase wuxde s:ur Ge- 

„innuB9 ^'"^ ?l^rH«lowB und Lane (Lit: Ed Haxlowe 
slexu«9 worde -^^^ g^^i^^ harbor Laborat^ory, 

ynd David I^e, '^^^^'^^ • . .^j^en diirchgef Ohrt - Das er- 

e. sp«ifis^ die Pbosphol'P"'*'*" 



^ ^oAi mlt einem Rest-Phosphatgelialt 

von 160 pptn wild in ein zitroaens&ure und lOO 

glbt «an 10 g W^««er, etanont au« der 

^^ts nigar-Transtor™an..e. die das 
Fermentation einer A^perg ;^tivitatst>estimmixng 

erfolgt ^^^f^l'^^ ^,,,3 Meyer), das 0.5 ^ 0,32 M 

clxolin (Sp^teoron 200 ^^^^^ ^^^^ omd 5 ml ■ - 

CaCl, enthSlt. mlt ^ersetxt und 10 Minuten bei 

0.0033 M '^^^echend verd^ter Enzymiasung 

40»C tempe'^i*^- ^.^^en bei 40«C inJcubicrt. Mit 

0,01 H KOH-W>sung vrird ^ EnzynaSBung im Ansat.) wird 

rdrrr^Ta.- B^ispiel 3 vo.geno^e.. 

.v«lbena wird mitteXe einer excemen Krei- 
Oer xnb.lt des p^ei wird.der Inhale des 

selpun«>e inte^aiv ^^^^'^ ^ ^urchgesetzt . Die Wasserphase 
Xolbena et«a "^^^^^.^'.^.^g^eSe von unter 1 . - m ^ei.ab, 

.c.nden von ^l^i;^^^\Z{ ergaben sich folgende We.te = 
phorgehalt anteraucht. 
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Zeic in Stunden 0 2 4 ^0 

Phosphorgehalt in ppm 160 24 12 7 3 

Vereuche, bei denen wie beschrieben verfahren vrurde, aber an- 
stelle des Enzympraparate eine entsprechende Menge Molkenpro- 
tein, also nichcenzymatischea Protein oder Lysophoapholipase 
dea Handels (G-2yme von Enzyme Blosystetns, USA, 1000 iyso- 
phospholipaee Units pro 200 ml Sojaol) zugesetzt wurden, 
konnte der Phosphorgehalt nicht unter BO ppm geeenkt werden. 

VprbefifiRrunQ der Teiogtial j i-^ 

Per folgende BacJcversuch wurde mlt der erf indunge3emafien 
Phospholipase durchgef Ohrt , Aus 100 6ew. Tin. Mehl, 2 Gew. 
Tin. Salz, 3 Gew, Tin. Backhefe, 58 bis 60 Gew. Tin. Waeser 
und 40 bis 50 ppm Aseorbinsaure (bezogen auf das Teiggewichc) 
wurde in einem Spiralkneter (PaJbrikat Kemper) 2 min auf 
niedriger Stufe 1 und 6 min auf hoherer Stufe 2 eia Teig 
bereitet. Dem Waseer wurden vor Beginn dea Ittietvorgangs. die 
Enzyme und anderen Zusfitze zugegeben- Die Teigtemperatur be- 
trug 23- bis 25*C. Nach ciner Telgmbe von 20 min wurde der 
Teig zux Herstellung von freigcschobenem WeiSbrot in 350 g- 
SCOcke geteilt, geformt, 70 min bzw. 50 min bei 32'C und 80 % 
relativer Lufcfeuchte gegart und 32 min bei 230»C gebacken. 
m der Tabelle 3 ist das Brotvolumen bei verochledenen Enrym^ 
zuaatzen angegeben. Die Backergehniese zeigen, dafi durch 
zusatz von Phospholipase das Backvolumen imd die Krxmiscruktut 
verbessert werden. Die atabilipiereade Wirkung auf den Teig 
zeigt sich in den guten Backergebnissen bei verl&ngerter 
Garzeic (90 min) . . - 
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Backversuche 


100 leg Mehl 
obne 2usatz 


iBaclcvolumen 
Uo rain Qare 


Pilzaifiylaee 
10000 SKB 

10000 SKB^ 

12500 p;^ 

j 50000 SKB 

Ipilzattrylasft 
I5OOOO SKB 

Unospholipase | 
12500 VliU 

Utlx-Xylanase 
jxaooo uxYii 

PhosphoXipase 1 
1 12500 Pt*^ 


1000 ccm 1 
1050 cent I 


90 ndi> Gare 


1050 cctn 


1100 ccm 1 


1225 ccm i 122 


1275 ccm I ^28 


1325 ccm I 


1376 ccm I 


1130 ccm 


X225 ccm 


% Poren- 
I struktur 

100 jimgleich- 


xo'T lungleich- 


117 luxigleich- 


1275 ccm 


1365 ccm 


X21 hmgleicli- 
Im^lg 


130 Igleicla- 
Im&ftig" 


1375 ccm 1 


1475 ccm I 140 


glcich- 


gleich- 
fnaCig 
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SEQUENZPROTOKOLL 


(I) ALXGErMEINE AN6ABEN: 

(1) ANMELDER: 

<A} NAME: ROEHM GMBH 

(B) STRASSE: Kirschenallee 

(C) ORTz Darmstadt 

(E) I4AND: Deubschiend 

(F) POSTLEITZAHX.: 64293 

(A) NAME: LOErFTiER, TrldoXln 

(B) ST*RASSE: Karl -fie nkelmann-Weg 4 

(C) ORT; BensheliQ 

(B) LARD: Deutschland 
(F) P0STLEIT2AHL: 64625 

I (A) NAME: JUNGSCHAFFER, Gerald 

(B) STHASSEi KaehnXelner Strasse lA 
1 (C) bRT: Alsbach-Haehnlein 

(E) UVND} Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 64665 

(A) KAME: KHANH, Quoc Nguyen 

^ (B) STRASSE: Am Taiuienberg 9 

{C) ORT: RaXchelsheim 

(E> X^AND: Deutschland 

i (F) POSTLEITZAHLr: 64385 

(A) MAME: SCHUSTER, Erwin 

(B) STRASSE: Darrostacdter Str. 237 
(CJ ORT: Benshelffl-Auerbacn 

(£} LAND; Deursctiland 
(F) POSTtElTZAHLt 64625 

! (A) NAME I SFROESSLER, Bruno 

i (B) SIt'RASGE: Au£ der Sctimelz 93 

I (C) ORT: Rossdorf 

<) (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL! 64380 


(A) KAHEc WOLF, Sabine 

(B) STRASSE: Otzbergstrasse 44 

(C) ORT: Otzberg 

(e) LAND: Deutschland 
(F) POSTLEITZAHL: 64853 
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«" ^2fS5ir"3"?i!^»'?»" 

(D) TOPOLOGIEI Xtnear 
- jii) RRT DES H0I.E1CQLS: Genom-DNA 
(Hi) BTPOTHETISCH: ME1» 

(iv) jarrisEMSE: neih 

Sb) LAGEJ222..273 

""[m^/SCHLOsSEI-: intron 
(B) lAGEt442..4B6 

t^"* '*f?J^E/SCHLOSSEI.: intron 
(BJ LAGE:824..e'« 

'^JTS^/SCH^VSf ,7S..,41, 487. .823. 875..U80> 


NZAS-0225961 



wo 98/31790 


- 26 - 

(Xx) MERXMAL: 

(A) name/schlUssei,: mat peptide 

ilx) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOssEL: sig beptido 

(B) LAGE:140..210 ^ 


(xi) SEOUENZBESCHREIflUKCi SEQ ID HO: 1: 
ATGGGGAATT CCGGTGGGTA ATATGATACA GCTATAAAAO GGCGCTCGGA GGTGCAGTl^ 
GATAGAAGCA TTOPGWrCC ATl^GCAC TCCGTTCCTC TCACCTCTCT GGTTCCCTCG 
ATTCTATATA TACTQCAGC ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG CTT TTC A*^ 

HBt Phe S« Gly Arg Pho Cly ^ S S ^ 


-20 


Ser 


CTC TCG ACT TCC ACS TTG GAT GAG CTG CAA TTB TTC TCG C*A •mc nv-n. 
Val Ser Thr Ser Thr Leu Asp Glu Leu Gin iei ^ 

10 15 

GCC GCA GCT TAT TCC TCC AAC AAT ATC GAC TCG GAC GAC TCT AAC CTG 
Ala Ala Ala Tyr Cys Ser Asn Asn lla Asp ser Asp s« ^^n S 

25 30 

iiS* ^f*^ ^^'^ ^ GTC GAG GAG GCG AGC ACC XAQ 

Thr cys Thr Ala Asp Ala Cy* Pro Sar Val Glu Clu Ala ^ JJs 

ATG CTC CTG GAG TTT OAC CT GTATGTrTGCT CCAGTGAAAT GGATACAArA 
Met Leu Leu Clu Phe Asp Lcu ggatacaaca 


50 55 


SO 
120 


GCG CTT GCT GCG CTG TGT CC^ GCG GCA rrr - 

Al- L,u Ala Ala l,eu Cys Ala ^ S P^S ^ ^ ^« * 221 

GTAOGTGTGC CTGArrrCAA GTGGCTCGAT AGCACTGATC AACGTTTTGA ATAC GT 


377 


:)25 


373 - 


421 


471 


CAGCTGATTG AATA6 G ACA AAT AAC TTT GGA GGC ACA GCC GGT TTC rrr 
Thr Asn Asn Phe Gly Gly Thr Ala Phe Ze^ 

GCC GCG GAC AAC ACC AAC AAC CGG CTC 6TC GTC GCC TTC CGA G«r AfP 
Ala Ala Asp A^n Thr Asn Lya Arg Leu Val Val Ala S 

AOC ACC ATC AAG AAC TGG ATT GCT GAT CTC GAC TTT kTn r** 

ser Thr lie Lys Aan Trp lie Ala Asp K| ^ ^otn 


520 


56B 


0+ /vn 
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CAC ACT CGA TTC TCG AAG 

{JS s s - «s - SI 

^m,- i^r-r itfic AAG ATC AAG TCC GCG 

S S Si S SI Si SI iiJ S i| ^v. u. X.. 

m»r T-pr ACC GGG CAC AGC TTG 

IS ?q S5 ?S - S ?^ IS ™. o„ Hj. 

-™r TTG CGA AAT GAC GGT 

^ «x c«»^ -™ 

^ 1^ val Giu Leu 

165 ipjiT GCG CTG 

^ «r ACC XAT e<» SI? IfO Asn Tyr Ala 1.BU 

ACXGTCAATA *g ?Jr GXy Cy« Vro Arg val Cly A«n xyr 

r-rr- XAC TTC CCT GTT ACA 

S S5 55 S S S; i S ^,51 - 

His Leu Asn Asp lAe va 

i-fA XTC AAT TCC2 ACG GCQ 

^ 5S S S i - 25 5S Si - - til 

230 fTTT CAC TTG TGG TAC 

--SSSSSi5SSSS5iS5Si«...»«s-^ 

phe phe AXa lie Ser Giu y 

..KACrr GTAAATAGTA ATTAAGTATA TATCAGGCAG ACAAGCAGXG 
^^TAAOTGCG GAGAGAAAGT GTAAATA ^ ^.ccaCGTG TGGAGGCGCT 

CTGGTCAG^G '^^^^^ ' , 

ctggtcagivc ^catcaat CATATTCTTC tccttact 

GrrcCTCCAC TXCCACa^ GGCCATCAA 


664 
712 
760 

Boa 

863 

961 

1009 

1057 

1105 

11S3 

1200 

1260 
1320 
1368 
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wo ^1790 


(2) ANGABEN 2U SEQ ID TO: 2: 


2d - 


(1) SEQUEWrKCTNZEICHEW: 

(A) LAKGE: 291 AminosaiLren 

(B) AUT: AnXnodHure 
CD) TOPOLOGIE: linear 

{Li} ART DES MOMKOlS: Protein 

(xi) SEOUENZBESCHREiaUKG: SEQ ID HO: 2: 

Met Phe ser Gly Arg Phe Gly v^i teu Leu Thr Ala Leu Ala Ala Leu 
Cys Ala Ala Ala Pro Thr Pro Lea Asp Val Arg Ser V^l ser Thr Ser 
Thr Leu Asp Glo Leu Gin Leu Pho Ser Cln Trp Ser Ala Ala Ala Tvr 

' 10 15 

cys ser Aan A6n He Asp Ser Asp Asp ser Asn vai Thr Cya Thr Ala 

30 35 

A9P Ala Cy3 Pro Ser Val 61u Glu Ala ser Thr Lya Met Leu Leu Glu 

45 50 

Phe ASP Leu Thr Asn Ann Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu Ala AXa 

3-5 60 55 • 

ASP Asn Thr Aan Lys Arg Lou Val Val Ala Phe Arg Gly Ser Ser Thr 
70 vS BO 35 

lie Lys Asn Trp Ila Ala Asp Leu Asp Phe lie I«u Cln Asp Aan Asp 

93 100 
Asp Leu cys Thr Gly Cys Lya Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp 

He 115 

GXtt Ala Ala Ala Asp Asn tea Thr Ser Lys lie Lys Ser Ala Met Ser 

125 

Thr Tyr Ser Cly Tyr Thr Leu Tyr Phe Thr Oly His ser Leu Gly Gly 

Ala Leu Alft Thr Leu Gly Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly Tyr Ber 
150 135 • 

Val Glu Leu Tyr Thr Tyr Cly Cys Pro A^g Val Gly Asn Tyr Ala 1^ 
1" 175 180 

Ala Glu His lie Thr Ser Cln Gly Ser Cly Ala Asn Phe Pro Val Thr 

190 

His Leu Asn Asp He Val Pro Arg Val Pro Pro itet Asp Phe Gly Phe 

2X0 
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KKIC mntK CLAKRbUN » ^AA No. Ullb abb^zui 
01 15 9552201. 


r U4U 



]PCT/E3»8M0081 


WO 98/317)0 


-rw> 'lle'Thr ser Gly Thr Gly Ala Sesr 
Se. Gin pro Ser Pro Glo Tyr Trp IX« 

'"^ lie Glo Leu He GI« Gly Ue Asn Ser TUr Ala 

val Thr Ala Ser MP Ue Glo Le 

. .la Cly Gl. Ala Thr Val Asp val .eu Ala Kl. .eu Trp Tyr 

Gly Ksn Aia GXy 235 

.ne Ph« Aia lie s« Glu cys 
(2) AUGABEN W SEQ ID HO: 3: 

OTPOTBETISCB: HEIN 
(IV) ARTXSBMSS: HEIH 

SKaUEKXB.SC«K.XBUHG: S.Q .OHO^ 
^.TTCACCTOCTAACCAX^-GACCGT.rCGAGTO 

(2, AHGABBHZUSEQ ID NO: 4: 

SmSgIE: linear 
(U) ART DK KOl-eKOLS^ Gen«.-DHA 
(ill) HYPOTHrriSCH! HEIN 
(iV) ANTISEMSE: NEIN 

,,i> 5EQUEH^BESCH.EIaU>.G: SEO ID «0: 
CCGGATCCAA GCtATACCAG ACACTCTGAA ATTG 


4^ 


34 
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PCiyE3EWD0081 


BWUPECTER VCKTKAO ODER Dffi OfTONATfONALE 

rtm DIE ZWEOCE VON i^ATwvaif A^taT • 


INTERMATIONALEJ FORMBLMT 


R6hm GmbH 
Kirscherjallea 42 

^4293 Pannatadc 


QCTAIIO SBEtTATICUNC BB 


2' 


L KEHNZEICHNUHO DES MnuUXXtaANlSMUS 


Vom HINTCRLCCEH wifiimHin Bc2U8sxc3d>cn: 
RH 3745 


DSM 11283 


B. wBSENsaunuaiE BeaiREmuNc uhd»der vorceschlacene taxonowschc BEzacwuhw 


( ) cfae wbamscte«|ie»>e Deicfticftvtf 

(X ) tkf vwacsdrikEcne lawikonhchs BcxitclMttn| 


ctofCfodti. 


IP. EtNOANC UND ANNAHME 


tV. BHCANQ DCS AKTHAGS AUf UMWANDLUNO 

lOttw dn EInuiBss A«ia9 wf Umirfbi^ 


^ppQCn OHUmq 4er G 


V. fmEWUTK>KAU HIKTEiaMJNGSSrTHXE 


MDCKOOAGAXtSMEN (MO ZaiXULTVftEN OmtH 
MnschcRKlcr Wcs U 


FmrMm OSMZ^PM (Bisttlir M:) 0191 


O 1 AO ^r\r\ 4 
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R6ivn GmbH 
Kirscheaallee 42 

642?3 Darmstadt 


,1. KenCaCHKlWG UES MUCROOWW^I^ 



tooeni" "-^^^ - rt*H»e« «S3U^ 

AuWO^w ««* fit ^»P^ 
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BUDAPESTER VEimUG ODER DIE WTEWUTJoMAli 
FimoarrweCKE VQNPATOnVEMAIfllEN 


Mhm GmbB 
Kixschenallee 42 

64293 DaxTDstadc 


L XEHNZE1CMI4U>KI DS kOKKOOKGAMISMUS 


Vom HOfTERLEOER wytJU hu BctBSBeldici: 
RK 388& 


DSM 11264 


p. WtSSEWSCKAFTUCHE BCSCHREnU/HG UwyPDER VOIIC£SCHLaGENE TAXOMOfclBQCB BttEICHNUNC 
UlrddftvntBr I. beseidMiBi MDiraacigiemntv wwdc 

( > ctec «favem«bft|icb» OuUiitibiing 

IX ) cin» «or|tsdtL«o« larowibche Btottetemv 

(tnreittAdbS tt Aimita t 


UL En>IOANO trWD >INNAHM£ 


rv. EINGANO DCS AKTRaCS AUF UMWaNDLUNO 


Oer tyMcr I bovfelwEic KfikreaisNw is bet tfiucr ljiicn»uoi«;a KtvteriEssnfisidk 


iDann 4e» era- 


XOUAOORCANtSWOf UWD ZELUCtiLTUREN Cm6h 


AMCftriA: MasclKroder Wrf lb 


bcfesKn iVfsoair., o*T»i ^ »w emadii^ Ite^^ 


c iy56-il-l5 


ftttnUVO OSM^-BM »dB2if« Scifc> DIM 
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fOW-lBLATT 


Kirschenallee 42 


DES MlKJUXmOANlSMUS 



U,H«i«ihriiMei»> i>w far V«tf<J^ ^ 



wordca bi. Aiifa*» Dan**! 
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PCTrEP9S/D0Ul 


OUDAPEJTEn VERTRAC ODEa DIB lNIBUMTW»bw« 
AHfiWCGNNWC DER httflBlLEOUHO VOK HKJUXJaOAhaiMEW 
FOR OtC ZWeCKE VOW PA-m«TvaPAIftEV 


IKnERKA-nONALCS roaMOlATT 


Rdhm GmbH 
Kirschenal lee 


64293 Darmscadt 

^^^^^^^^^ ERSTOTOa^aUNC. 
INTlillNATICNALliN HNTERLGgSIwsotSc^ 

L K£KNZnaiNUMa DES MICftOORGANUMUS 


Vom HlhTTERtSCEI, (usuifitcf Oeu/^nciclttA: 
RH 3046 

VCB der IKrPWATIOMAI^ HIMISOECUMCSmLLE 
iu:ciriteEIN0ANCD4UMMER: "^^^OTiaiE 

DSM 10652 

H. WISSENSCMAnUCHE BraCWEIDUMO U?4iyODCR VOnCESO)LAO£Ke TAXONOMISCHE BEiaCHWINO 



MH deal QMCr L WiTritW lcw Hfaos/ewitSDuis wwdtt 

( ) cfaw whscnscfiaAdebe Octducfbtme 

(X ) ewe vOTrcaehbgaie taa&nomfjtfcc Dckoctimins 

ein«cnwbL 

(ZuUcrtcnflcs amucuzu). 


III. 0>K;AWO UKO ANNAHMe 


Ofc«bi*«i«ionil.>felBrtejii^ii»ltenl«««<«i^ 1996-04-24 iD«um<i^* 


tV. DKGAHG DHS AHUUCS AUF UKTWANDtXIHC 


t£nScsM^(Dtatamba£k)£0R$i lies Anrift aurUDWBadlunfi). 


V, PfTEXHATlOHALE HINTEnLECUHGSSmL£ 


NSfkc: D$l4tDCimCKC SaMMLUMO VON 

MIKROOftCAKlSMEN UNO ZCUJCUtTUREN GmWI 

AjDchritt y^isOKnOu \Yt$ Ik 


bcAipc Peoofuqj Oder (tef v« at c»ifldiu|.cn Uc«k^S 
Oa»«m: 1996-04^26 


- Ktfc llcsci «.« lUcfcstaK d v^iK ist 4tcj dcr ICcbptinltt. m tlu 


•^trfefl in. 
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FCT/EPyS/OOOSl 


Kohm GmbH 
Kirscncnallee 

64293 Darmscadt 


^£BBlSFAHlGKnmQSCHEIN»OUNC 



^ Rohro GmbH 

Kirschenallee 

'^'^ Darmstadt 


^„^XHR>JAT10MALEN HIJiTCRLECWCSSTCLLE 
DSM X0652 

1996-04-24 





1996-04-26 


TTTlZIwIeW-*- Wef^ 

„ H:S«* * ^ ^ ^, ,v-:ie- tp-r. 
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dudamstbr vcrtxao user Dm onHmunoH/v^ 
AumustmxiHQ cnai wtrraafCUNc von Htt'toorxsAHZMa' 

FOR Dl£ rWECXfi VOH PA-nSNTTVIBiFAIim^l 


WTERNaTKJNALGS FQRMQIATT 


RiShtn GmbH 
KircchenaiJleQ 

64 293 DarmscadC 


I. KB^HTXIQB^UKC DCS MTUlDOROAHmUS 


pKC3 


Vo. ikr WTS&NAHONALEN Hr»4T&U.£OUN-GSS7niE 
DSM 10653 


Mil dcm wnic/ I. tocvnoiMieB Mfknwftammm wwdc 

(X ) *^ ^Or^cstM^gcam uucMOmBClw OoektoMQ 


0 


tv. CINCaMO DES AKTRAGS auf umwanoumq 


Dcr WKf I bc^tnEfenoc Mikraortanipm la M 


, IObdmi dvr IrsH 


V i^rmiHATiavALe iitKTBRLCOUNcsrreUJB 


I 

J 
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jKTEWU-nOHALCS fOtlMWATT 


Rohm GmbH 
iCirschenallee 

64293 Darmstadt 


LEB0lSPAMIcn:BtSDESCHEiMICllHC 



DES MIKJUOORGAHISMUS 


o.6hm Gm^H 


64293 Da 


rrnstadw 


Vc fcr IMTEIWATIONALEH HIMTElOEGUHCSSmXE 
DS« 10653 


UOO«FAHICX1 


grnDEsa«»»<GuHC 


1396-04-24 'reitfiA 


,V. BEOINCUMCB.. liNTBl DEMEH ^^^^ 



6^ Cc^^^/C^ 

0»«n: i996-04-2€ 


Oder ei-« Wt*iKfldw»» «wpeiNi*im«rt wrf-rc» 
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OUDATCSTER VfiATMG UDCH OIS rNTBtMA'no>ML 
Fia DIE ZWEOCn VOM rATSfTVOuSStST 


rWTBlHATIOKAUlS roHMOLATT 


R5hm GmbH 
tClrpchenallee 

64293 Darmscadc 


I. KIBMZIUaiKnMC DCS MIKROORCAMISMUS 


pKC9 

DSH 10S54 

n. WISSENSCHAnUafE OESOiReDlWC \sswot>^ voaceschlaceme taxowomijche nczEicHNwo' 


fX ) emr vftcsncjdactAe uxoMOnischc ftmiftmuq 
CZmrcilcfiifa atucfcionii 


tv. E3HCAHC D65 ANTIIAC5 aUF tlMWAt<fXU!«G 


y fMTinWATrCW^ALC Iti:.*TCIU.ECtJ><C5mXLE 


• Fall IUkI fr.^ nrnhxtart ^ Ltftma. i<t dxs «er ^unki. <» dcm «u Siaus cmcr t 
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RBhm Cmbfi 


64293 Da: 


HIHTEiaXGGR 


. rEKWZEJCHKlWG 


R6hm GtnbH 
ttirecbenallee 

64293 Darmstadt 


VonlkrIKTWATlOWAmi 

DSH 10654 


1995-04-24 


rtlVITEBJLECUHaSSTElLIL. 


-i^^.-^^"- ^^^^ ^ 
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FOR DIE ZWeCKE VON PATEMTVERFAWaM^^^ 


IKTERNA-nONALES FORMDUTT 


Rohm GmbH 
ICirschena llee 

64293 Darmstadt 


1 



pKC12 


DSM 10SS5 


n. WBSewiCMAITUCHE PESCHBaBWC UMVODEn VORCESOttAODflT TAXOMOMBCHE 0E2acHWMc 


I den wittf t- bcxQKkmtcn Hdneernwiumm %htrdc 

PC ) t«r vorscjctoscoc nnoaomlste Docicltntiit^ 


IIL GTNCAMi UND ANHaHME 


IV. qnoanc CSS antraos AUr umwandlunc 


V. tMnaUlA-ROMALC JONTERLEQUNCSSTELLE 


DSMZ-OSoiSCHe SAMMLLMC VCfH 


IWH,^ (-W> von fcr c-«<hdycn IWllic^ZT 


J***"* 1595-04*25 
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4 


R5hm QrobH 
Kirschenallee 


64293 


Oarrascadt 


l^|CD4)Jma«»WH0 DES WKRDOIIOAHISMUS 


Idrschexiallec 


€4293 


DariBStadt 


^^^^^^^ BrtC/vMCSNUV»«fl: 
DSM 10655 

1956-04-24. 


— ' " 1996^04-2* 'SW^'*'^"*"^ 


,v. Ba>iMCi»«o^ u'-'rai "P^" 



I GnbH 


OoWK 1996-04 


-Z6 
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PCT/EW8/00081 


BiraAFESTCR VEJcnUO USER WE WTERHATIOMALE 


Rdhm GmbH 
Klrschenallee 42 

64293 Darastadt 


^^^^^^^ ao EtoTiarTERUoim 


t )a»IKZ0CHMUMC DES MIICROOrOAMISMUS 


1 

Vom HthOCRLECUt uffindba Bcupttidien: 
pKQ72 

nSM 113 52 

tt. WBSHHSCHAFTUCHE BESCHREmUNC UhflVOTCR VOROteCHLAOENE TaXOnOMISCHE BEZHaiNUKC 


(X ) cine vHtsenschamiebe Sesdveibiiiis 

fX ) rmt ya g^uAU fcae o o co tto miicl ic Sczetcfammg 


IIL EINOAHG UHD /XNAHME 


«-«n,.r«^dSS5Srr*'*"'""^ 1336-12-23 


IV. EINCAKC PES ANTIUCS AUF UMWAKOtUNO 


cIm Htateittfttig 


OSMZ-DCVTSCHE SAI^MLUNO VOM 
MfKROOfKLA-yiSMCN in4> ZELlJCULTURCN Cm^H 

D »I24 Ouunsdrode 


1997-^01-09 


•cdJbWttqi: 


vworbcfi vwr4ca nu 
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IHTWATIONAIZ 


njjtwcrwEciCE 


t^TWA-nONALES TORMBLATT 


Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 

6^293 Darwscadt 


sQstcSBib scniift Riff* Iftl w mteft ttntpbcw 


Il6bin GmbH 
€4293 Dartnstatlc 



1996-12-23 




i„« 1996-12-23 


1997-01-09 


In Afl at 
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BWUffSTBl VEKTKAO Oder DIE WTERHATIOHAIS 
AlteRKDINWO Dm mrVEHUBOVHO vow MDCRCOMLXHISMEN 
FOR DIE2WGCU VOH fATOfTVERJAKilEH 


^6: 


Kirschenallee 42 
Darmscadt 

EMrfiANGSBmAnoUHC DEI EKJTHDflBtLHjUNa 
■mprrmm ffM* Rcfd 7 J von dcr uaca umiiiiiilii 
WTEIUMTrWALEW WNTOLEOUHasSTniX 

L KEHHZBOWIUHO DCS MnJUWACANlSMUS 


VeR> KDffERLEdEll ZDgttdkti ihzBissichar 

RK 39D9 

Vdn4crl>n»HATX»Mia« HMESL£aWGSmLl£ 1 
aieteittcaHQANGSMtJMM^ 1 

DSM 11353 j 

tt WISSQBCHaFTUCKE BESCfOeBUMC lMt>^ODEIl VORCSESCHUU^e TAXONOMSCKE BEZElCKMU>IC 1 



MM dcM ua«r I. bczodiBeKS |wQkn>oizant»nMs wordo 
(X) c 


flL BNCANC UNO aHNAHME 


Erttntttcfttpingl' tjawtw te. 


nr, SNGAHC DES AKTIACS AUF UHWANPLUNC 


per nr I Kak l w i Mtooetymiiiatic b* bd <3 , 

binftifcpiiifiwtdcia AMftf ««rUmMlMi diver EmMMcrle£t»s m <m HfadokfMv i 


>U>«ttidcrEisw 


y. DOWiATKNALC WKTERlXOUMOSyTELLE 


OSMZ-DEUTSCHE SAM^A^C VQM 


farfepco taoMtBt ete tin (dert v«o ihr crm^k^ 


NZAS^225980 


FKI/lU/Jlil'/'ZUU4 Vt.M 



01 15 9552201. 
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PCT/EF98/00081 


IKTHOlAirWKALES 


Jarschenallee 42 


p«« lUsri na »o» «*» on" 



GmbH 


^ bedchcukcew. 


t 1997-Ol-OS 


tint on««! rtlWfi^P** * 
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PatientatiBprQche 


1- Protein mit PhospholipaseaJctivitat dadurch g e - 

k e n a 2 e i c h n e t , da^ es die reife Sequenz der As-^ 
peryiiius-Lysophospholipase oder sine davon abgeleitete Se- 
quenz besitrt und an raindestens einer Stelle gespaiten sein 
kann, wobei im Falle einer Spaltung die SpaltstUcJte entweder 
aber mindestens eine unter reduzierenden Bedingungea spalt- 
bare Bindung verknQpft sind, oder von den unverknOpften 
SpaltstOcken mindestens eines Phospholipaaeaktivitat besitzt 

2- Protein nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daft es an mindestens einer Stelle gespai- 
ten ist und die Spaltstilcke entweder Qber mindestens eine un- 
ter reduzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verknUpft 
sind, Oder von den unverknUpften Spaltstucken mindestens 
eines Phospholipaseaktivitat besitzt. 

3. Protein nach einem der Ansprdche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dali die Secjuenz mit Phospholi- 
paseaktivitat zu der analogen Sequenz der Aspergiilus-^Lyso- 
phospholipase zu mindestens 80% homolog ist. 

4. Protein nach einem der Anspro'che 1^ 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, daft es die reife Sequenz der 
Aspergillus foetidus^Lysophospholipase oder eine davon abge- 
leitete Sequenz besitzt und die Spaltstelle sich zwischen Po- 
sition flfl und 45 der Aminos a ure sequenz befindet. 

5. Protein nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch g e - 
kennzeichnet, daO es aus Aspergili us -Kulturen: 
isolierbar ist. 
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^Hpr A Dxyzae isolierbar ist. 
Icannt wird, 

. H..„ ^ur PxoduRtion eines Proteins mit Pho.spholipa- 
3aamv.«t nach^An p ^^^^^^ Lysophospholipase produzie.en- 
3,^eter geeigr^etan Kultur^diun. und Iso- 

reich durchfiihrt. 
wendet wixd. 

ansoruch 10, dadurch g e k e n n - 
verfahren ^ iTs ln^^sfor^^r... Wirtsoxganis^us 

L;et.l.lu". U.id.s Oder ^r,Ul.s dryzae ..rwendet w.rd. 

vex.e.d.ng ein.s -.eins nacH e. .ex ^.sp.Oc.e X .i. 
. .ux E..schleUnung von p^anzl.chem 01. 
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13. Verwendung elnes Proteins nach elnem det AnsprUche 1 bii 
7 als Backhllfsmittel. 
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r. UDU 



1/2 


<-«.no des Lysophosphollpasegens : 
J^r^riSrSnS ExhBlJ'der Phosphollpase 

LPL 

EASTTMU-F- 


aus 



"sdwere " Kette 
- im SDS-GBl m.t ond olv.. Reduktion: C3. 36 kOa 
. nur cine Sequenz 

PL- ohne Reduktion 
SVSTS — 

easttmu-ef 

'techte" Kette 



"schwere " Kette 


- im SOS-Gd mit Reduktlon «. 30 
.6oppelsei»ueM.Vefha!tnis Vjr 

pi mit Reduktion 

easttmuuef 


kOa und ohne Reduktion: ca. 36 kOa 


T "Ickrhle" Kette 



-imSDS-Gel ca. 30 kOa. teichte ICettc 
- nur einc Scqoeni 


□ "schwere " Kette 


lauK mit der Front daher nicht nachwcisbar 


-Si 


-schwere " Ketie ca- 30 kOa 
-lelchie- Keltc ca. 6 kOa 
Summe ca. 35 kOa 
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FIGUR 2: Konsiruktion dos Plasmids pKCN2 
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